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English Abstract of ES 2 132 027 

Production of artificial sl<ln comprises cell cultivation of keratinocytes on a base of a gel of human 
fibrin populated with human fibnjblasts. The base allows very rapid development of the keratinocytes, 
detecting in the artificial skin proteins from the dermoepidermic union which facilitate the success of the 
transplant. 

Use - The artificial skin is used in medicine and can be transported to the transplant area. It can be used 
for the treatment of large bums or chronic skin ulcers or used, by employing genetksally modified cells, as 
a base for gene therapy. 
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DESCRIPCION 

Desarrollo de una pieUrtilicial^ median tecul- 

imanos y metodo de piepatacion 5 



Estado''de laTecnfca^ 



La obu 



de la superficie corporal (Mun 
1, 1997). Esta sustitucion . 
de Ids grandes quemados y ( 
logra temporalmente, median 



)4-363, 1992). Tanibien s 



45:351 363," 1992). Sii 



in probjenii 



genera una reaccion de rechazo que hace que tras 
su empleo temporal la piel^de aloinj>rto deba ser 

chazoya que la dermis, superficie poco celular, cs 
cortviinmente admitida por el^ organismo. _ ^ 

dica, por tanto, en la sustitucion por piel dei pro- 

sas esta sustitucion puede hacerse por la lecnica 
clasica de autoinjertos: se recoge piel de una lona 
Sana y traa un mallado que permite aumentar 
su superficie, se coloca en las regiones lesiona- 
das^ ^ Pero si el dafio^es rau^ amplio este tipo 

vitro". Esta t^cnica se aplic6 por ptimera vez en 
1984 (Gallico G el al. N Engl J Med, 311:448- 
451, 1984), siendo posteriormente ampliamente 
aplicada (De Luca M et al. Burns, 15:303-309, 
1989). Brevemente, consiste en obWner quera- 
itos aislados a parlir de una mftiima biops' 



crecen formando estructuras pi 
milares a las de la epidermis 
ventaja de esta tetnica es que 
■ ■ ' >p5ia se han Uegado a obtc.t 
as de queratinocitos «n el pli 



atificadas 



de 3-4 se 



nas (Navsaria HA et al. TIB Ted., 
1995). Los queratinocitos, una vez despegados del 
frasco de cullivo y trasplantados al lecho de la he- 
rida, son capaces de generar una nueya membrana 
basal semejante a la union dermoepidermica nor- 
mal y qnedar permanentemente cubriendo esta 
superficie (Mommaas A el al. J Invest Dermatol, 
99:71-77, 1992). Si bien esta tecnica pareci'a ser 
la solucion definitiva. estudios poateriores demos- 
traron tambien multiples inconvenientes (Myers S 
et al. Am J Surg, 170:75-83, 1995). Para que los 
queratinocitos llegnen a prender cs indispensable 
generar una naem union dermoepidftmica. La 
union dermoepidermica es una estructura com- 
pleja, en cuya genesis influyen tanlo los quera- 



reol, 73:175-180, 1993). La base de la herida, con 
un lecho dermico bueno y no infectado es vital 
para que el trasplante tenga exito. 

En resumen, para que la piel quede definiti- 
vamente reparada no basta con la reposicion de 
la epidermis obtcnida mediante cultivos celulares 
sino que ademis es necesario reooner tambien la 
dermis dansda. Para ello es ne 
tecnicHs de cultivo incluyan tanto el ct 



!rficie que imite 



- Colageno tipo I de procedencia animal, ya 
que esta protefna es la mis abundanle de 
las presentes en la dermis (taaragucni T ei 
al. Plasl Reconstr Surg, 93:537-544, 1994). 

- Condroitin sulfato (Boyce S et al. Surgery, 
103: 421-431, 1988). 

- Fibroblastos humanos (Saintigny G et al. 
Acta Derm Venereol, 73:175-180, 1993). La 
presencia de fibroblastos es fundamental 
para el correct© desarrollo y difere------- 



os sembrados sobre estos 



geno, se encuentra disuelto en el plasma. La pre- 
sencia de esta piotei'na en la herida no interfiere 
con el desarrollo de la union dermoepidermica. 
Las laminas de queratinocitos cultivadas que se 
fijan a la base de la herida con colas organicas 
derivadas del precursor de esta protei'na son ca- 
paces de prender y cpitelizar definitivamenle la 
zona (Auger FA et al. B J Plast Surg,46:136-142, 
1993). Tambien se ha demostrado que en los ge- 

cer /sintelizar mul™plerfactorcs "de creciinienTo 
probablemente similares a los que los fibroblas- 
tos segregan "in vivo" y el gel mismo de fibrina 
podn'a servir como reservorio de otras sustancias 



■e obtenga en pocas 
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lara cubrir las lesion 
Los geles basados 
nitenunrapidocrecii 



- Los geles basados en fibrina y fibroblastos, 
no piesentan retraccion alguna que redusca 
la superficie y el volumen total del gel en 



in hipoteiico trasplante (Meana A, Base 
urrmicacspecialmente disefiada para el cultivo de 
queratinocilos, P9601684). A partir de los resul- 

cando tan to la concentracion'dc fibnna y^olagcno 
como desarrollando un metodo de preparacion y 
transporte, sc ha conscguido preparar un gel ba- 
sadounicamenteen fibrina y fibroblastos util para 
el cultivo de queratinocitos. Aplicando este sis- 
tcnia es factible el cultivo de grandes superficies 
de queratinocitos sobre una base que puede sen-ir 
de equivalente dermico, es decir, podemos oblener 
grandes superficies de una piel artificial completa, 
manejable para trasplante y capaz de soportar un 
Wfio transporte desde el laboralorio de cult^o al 

;idn el desariollo 
n gel Bbrina ob- 
fibrinogeno hu- 
nacionesCa++ 
i. Esle tipo de 

, ;r fijado previa- 

menie a un soporte solido que posibilite su ma- 
nejo para trasplante. Este soporte puede ser »n» 

gasa, vasclinada 6 no. J - "=■---- ■■- • 

gel puede hacerse medial 

inorganica inertr 

jacidn mecdnica. 



descripcidn de la i 
sohjetodelapresenteii 
la base dermica ba^ada 



,a fija< 



le el empleo de una cola 

;a inerte de uso clmico u otro tipo de fi- 
Tambj^n puede utilizarse una 

3n puede realizarse mediante una cola 

tipo de geles puede utilizarse sin capa de 



- Peraiiten un crecimiento rapido de los que- 
ratinocitos. En los geles de fibrina, los fi- 
broblastos crecen segregando sustanciaa que 
los convierlen en autenticas celulas "feeder" 
que dirigen y eslimulan el crecimiento de 
los queratinocitos. El cultivo de queratino- 
citos sobre este tipo de geles permite alcan- 



r 3, permite la facil ej. 

de la lamina del frasco de cultivo y posibilita e. 
(ransporte hasta el paciente, sin danar su integri- 
dad, de los cultivos de queratinocitos sobre base 
de fibrina y fibroblastos. 
Descripcidn detallada de la invencicin. 

Un objeto de la presente invencidn es la base 
utilisada como dermis comnuesta orincipalmente 
3tro objeto 
o empleado 

de la base dermica se desctiben a continuacidn: 

La fibrina se obtiene a partir de su precuisor 
sanguineo, el fibrindgeno. Se ha utilizado el fi- 
brindgeno de origen humano obtenido a partir do 



SOS hay que co...™^.™ ^™ ..^.,..^c^- 
' ntes en el crioprecipitado otras pro- 
Mi el factor XIII de la coagulacion y 
la iiuruiit;ciiiia plasmatica. En el crioprecipitado 
hay una cantidad considerable de factor VIII de 
la coagulacion y otros mdltiples factores de cre- 
cimiento celular que no han sido inactivados por 
el tralamiento al calor que sufren los preparados 
comerciales de fibrina. 

El paso de fibrinogeno^a fibrina se realiza me- 

El origen de los fibroblastos humanos es el de 
y/o fibroblastos dermicos procedenles de adultos 
zacidn del uso de los mismos del paciente o de sus 



comercial de fibrindgeno. Una vez preparadas 
las dos soluciones se efectua la mezcia de am- 
bos componentes. Tras mezclar la solucion que 
contiene el medio de cultivo, los fibroblastos hu- 
manos y la trombina con el fibrindgeno, se vierte 



3 
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dT^. En lll'^condkil 



m 3 veces en PBS es 
dosamente, se colqca en 30 ml de 
psina 0.05%- EDTA 0.02 % bajo 



D complete (DMEM, 10% sn 



diante la aplicacior 
Una vez fijado el cultivo al soporte se procede 
a separarlo de la base del ftasco de cullivo me- 
diante traccion manual. Paraun largo tiansporte 
del cultivo es necesario aiiadit un segundo soporte 
Bolido. Este soporte se sitiia en la cara inferior dei 
gel y 56 fija al primero mediante puntos de sutura 
clasicos. El cultivo queda totalmente envuello y 
protegido de todo posible daiio durante todo el 
transports. 



lias semejanles a los fibrobla-stos una 
i mismas se congelan, segiin tecnica 
!e guardan en crioviales en nitrogeno 
i pases idoneos para la utilizacion de 
lastos son enlre el 4° y el 12». 
: obtenidos los materiales basicos se 

lo proporcionado es el empleado en la 



1) 5;^*;^- 1 



"ntre 50CLOOo''y h 
cidn se le aiiade 1 



(10.000 U) y I ml de solucidn de CljCa 0.025 M 
en los que previamente se ha disuelto 10 tll de 



A partir de plasma fresco obtenido media 
fraccionamiento primario de las unidadea de s 
gre se procede a una conge1ad6n ripida en 



a la centrifugacion refrigerada para recuperar 
crioprecipitado en el fondo de la bolsa; se elimina 
el plasma sobrenadante salvo 10 ml para facilitat 
la vehiculacidn del crioprecipitado. Se homoge- 
neiza y se conserva durante 1 ano a -SO'C. El 
crioprecipitado as< prepaiado contiene apioxima- 
damente una cantidad de fibrinogeno de entre 150 
y 300 mg. 

Disolucidn del crioprecipitado. 

El crioprecipitado es calentado en un batio a 
37°C y rapidamenle centrifugado a 3.500 r.p.m. 
durante 15 minulos a 4°C. El pellet es disuelto en 
10 ml de sueio salino o en 10 ml de rnedio de cul- 



2) Oilenciifjn/e fibrobtasl 



repucios humanos obtenidos 
ada de fimosis o a parlir de 
lies de piel. La pieza es recogida en medio de 



Diversas li't 
;endran a partir c 
iragfe progi 



es de* 4°lT'l^^* drfiSoX'w/mi'.'' El empfeo 



pleo de c 

a 10 mg/ml no impide e 

cimiento de los mismos mediante el microscopic 
invertido. El gel contiene aproximadamente en- 
tre 500.000-1.500.000 fibrohlaslos (entre 30.000 y 
100.000 fibroblastos por ml de gel). 

Los queratino-' :— k— .-t- -i 

Jdad extremadai 

grade de expansion tequerido. Como querati: 



4 
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) queratinocitos obtenidos a part 
rimario. El cultivo de queratinot 
jel, pujde realizarse mediante el 

Ds que pieviamenle han sido di 
3s mejores lesultados se han con 



Est a prepare-- 



I prepara la la 



que hace que sin la fijacion a «n soporte solido i 
manejo de los mismos para uso clfnico sea impi 
sible. Este procedimiento consta de las siguientf 

Se retira el ultimo medio de cultivo emplead 
y se abre el frasco de cultivo. El gel se recutre d 
una gasa esteril (vaselinada o no) de forma que 1 



fes'-, 



in bisturi se despegan los lalera- 

obra la gasa se fijara a la superfi- 
cie superior del gel (la cara donde estan los que- 
ratinocitos) mediante el empleo de un pegamenlo 
inorg.lnico (Cyanoacrylato, Histoacryl Braum 
u otro de similares caracteristicas). El cyanoac^ 
ylato sc empleara aplicando pequenas gotas del 
mis mo a los hordes del gel, tambie'n se piieden 
dejar diversos puntos de pegamenlo por el centio 
del mismo. Una vez secado el pegamentoy con la 
ayuda de una espatula se procedeta a despegar el 
gel del frasco de cultivo. La gasa ayuda a man- 
tener I'nlegro el gel que contiene la base dermica 
y la capa superior de queratinocitos cultivados. 
Mediante esta simple preparacion se puede trans- 
portar este prolotipo sin p^rdida de su integridad 
ni rotura algnna, durante 1-2 horas. 

Para grandes traslados es necesario reciirrir a 
otro sistema muy similar al anterior, que se des- 



a la del gel. La i 
iiiiaiiia sera mios mm mayor que la ancnura del 
gel. 

mediante el pegamenlo. Se coloca la gasa sohre 
la lamina y se fija esta con cyanoacrylato. Se des- 
pega la lamina y se coloca sobre otra Easa esteril 
'^el'^Se su'tur^'ti dos "as^^'''' ''^'^ despegar el 
bVbordel"Esta^^tu?apSTealtJSe''de^ 

vascular (Ligaclips Ethicon). El resultado fi- 
nal es im ^elde fibrina con fibrohla-stos con una 

vez procesada la muestrase procedeta sutraslado 
tualcs^estabjrc'ida^™ara^irdo'1ipo"de"^^ 

desc'jiti*pa?ria L\"cci6Tdel ^ 
Se trata de una vista superior del gel de fibrina y 
fibroblastos (A), gasa de tamano similar al del gel 
(B) y la superposicion de las mismas y el sistema 
de fijacion de una a otra mediante pegamenlo dis- 
iribuido en pequeiios puntos (C), En la figura 2 
relleja esta misma forma en una vista lateral. 

En la figura 3 se represents la segunda mo- 
dalidad de preparaciSn para el transporte de los 
gcles de fibrina y fibroblastos. Se puede ver el 
gel (.\), la gasa (B) y el resultado de la fijacidn 

?cj^,tJm|rdT£j^a&;|^^Zni^ 

"p^ane tif^LT^e'^bi^vI^ulTuev-: 
gasa protectora (D) unida a la gasa superior en 
Jos hordes que sobresalen del gel mediante clips 
de ciiugfa vascular (E). 
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Figura 2 
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